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BEVEZETES

Az eukariota sejtek mitkodéséhez nélkiilozhetetlen a genom nagymértékd,
ugyanakkor dinamikus Osszetomoritése. Ezt a kiilonbozé fehérje faktorok
kozremiikodésével 1étrejové kromatinszerkezet biztositja, amely alapegységeit a
hiszton (H2A, H2B, H3, H4) fehérjékre feltekeredé 147 bazisparnyi DNS-bol
felépiilé nukleoszomak alkotjadk. A tomorddés kiilonbozd szintjei eltérd mértéki
hozzaférhetést biztositanak a DNS szalon lezajlo folyamatokat (transzkripcié, DNS
replikacid és hibajavitas) végzé faktorok szamara. Igy a kromatinszerkezet
tomorsége, illetve annak dinamikus atalakitdsat végz6é mechanizmusok fontos
szabalyozo szerepet toltenek be a transzkripcid folyamata soran. A
kromatinszerkezet dinamikus 4talakitasaért felelés mechanizmusok egyike a
nukleoszomalis hiszton fehérjéken megjelend poszttranszlacidos modositasok. Az
egyik, intenziven tanulmanyozott ilyen modositas a hiszton fehérjék acetilacidja. A
nukleoszomak hiperacetilalt allapota egy nyitottabb, mig a hipoacetilalt
nukleoszomak egy tomorebb kromatinszerkezettel hozhatok Osszefiiggésbe. Szdmos
megfigyelés alapjan az aktiv transzkripcié folyamatdhoz egy hiperacetilalt, nyitott
kormatin szerkezet kothetd, viszont az acetilacido szabalyozd szerepének pontos
részletei még kevésbé ismertek. Ezek felderitéséhez nagymértékben hozzajarulnak a
hiszton acetiltranszferaz (HAT) enzimek vizsgalata soran nyert informéciok. Az
egyik legjobban jellemzett HAT aktivitast fehérje a Gen5, amely tobb alegységes
fehérje komplex tagjaként latja el acetilacios funkcidjat. A GenS-tartalmi HAT
komplexek ADA-tipust adaptor fehérjéket is tartalmaznak, amelyek a Gen5 fehérje
aktivitasanak és specificitasanak meghatarozasaban jatszanak szerepet. A
Drosophila melanogaster-ben eléforduld egyik GenS-tartalmu HAT komplex, a
dSAGA acetilaciés moduljanak egyik alegysége a dADA2b fehérje, amely
sziikséges a komplex H3 hiszton 9-es és 14-es lizinjére specifikus acetilacios
aktivitasahoz. Az ADA2 fehérjék sokszinli funkcidjara utal, hogy a Drosophila
Ada2b génrdl tobb mRNS és fehérje izoforma termelddik. A két dADA2b fehérje

izoforma N-terminalis régidja azonos, mindkettd tartalmaz egy-egy, az ADA2



fehérjékre jellemz6 ZZ cink-ujj és SANT domént, viszont a C-terminalis régio
eltérd. Itt, az ADA2 fehérjékre specifikus ADA motivumbol a révidebb izoformaban
(dADA2bS) csak kettd, mig a hosszabb izoformaban (dADA2bL) harom darab
talalhatd meg. Mivel ezeknek az ADA motivumoknak feltételezhetben az ADA2
fehérjék mas komplex alegységekkel kialakitott kdlcsonhatasaik 1étrejottében fontos
szerepe lehet, az eltérd szamu ADA motivumot tartalmazé dADA2b izoformak mas
folyamatok szabalyozasaban betoltott szerepét feltételezhetjiik.

A dolgozatomban a teljes dADA2b funkciot eltavolito (ddda2b®®)
delécio, valamint a rovid dADA2bLS izoformat kifejezd transzgenikus torzsek
alkalmazasaval megvizsgaltam, hogy a dADA2b fehérjéken keresztil a dSAGA

acetilacios aktivitasa hogyan jarul hozza a génmiikddés szabalyozasahoz.



CELKITUZESEK

Dolgozatomban a dSAGA specifikus hiszton acetilacidonak a génmiikodés
szabalyozasadban betoltott szerepét vizsgalom, amelyhez a kdvetkezd kérdésekkel

foglalkozom:

1. Késé6i L3 larva és korai bab allapotban mely gének expresszidjat szabalyozza
a dSAGA specifikus acetilacio?
- dAda2b mutans egyedek teljes transzkriptum analizise kés6i L3 larva és korai

bab allapotban

2. A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység két izoformaja hogyan
jarul hozza a dSAGA génmiikodés szabalyozasaban betoltott funkcidojahoz?
- A dADA2b izoformédk expresszidjanak, valamint a dADA2b rovid izoforma

funkcidjanak vizsgalata

3. A dSAGA komplex és az altala létrehozott H3K9 acetilacio kozvetleniil
befolyasolja-e a 2.1-es pont alapjan dSAGA-fiigg6 transzkripciét mutaté gének
expresszigjat?
- A dADA2b fehérje kotédésének, valamint a dSAGA specifikus H3K9
acetilacié szintjének meghatarozasa dSAGA-fiiggd és dSAGA-fiiggetlen

transzkripcidji gének kiilonbozo régiodin

4. A dSAGA specifikus H3K9 acetilicié miként befolydsolja a génaktivacié
folyamatat?
- A dSAGA specifikus H3K9 acetilaciés mintazat és ennek transzkripcidra
kifejtett hatasanak feltérképezése az Eip74EF ¢és Eip75B ekdizon indukalt

gének aktivacidja soran



ALKALMAZOTT MODSZEREK

- dAda2b®” mutans, valamint dADA2bS izoformat kifejezé transzegenikus
Drosophila larvak transzkriptom vizsgalata DNS microarray modszerrel

- Kiilonb6z6 dADA2b izoformakat kifejezd transzegenikus Drosophila vonalak
vizsgalata

- H3K9 acetilacio szintjének meghatarozasa immunhisztokémiai festéssel
nyalmirigy 6ridskromoszoéma preparatumokon

- H3K9 acetilacio és dADA2b fehérjék expresszidjanak meghatarozasa Western blot
analizissel

- Apoptozis kimutatasa acridine orange festéssel

- H3K9 acetilaciéo szintjének meghatdrozasa tobb genomi régidban kromatin
immunprecipitacioval

- Génexpresszio6 szintjének mérése kvantitativ real-time PCR-rel



EREDMENYEK

1. A dSAGA acetiltranszferaz komplex szabalyozasa alatt allé6 gének

Vad tipusu és dAda2b mutans egyedeken két fejloédési allapotban (kés6i
L3 larva és korai bab allapot) teljes transzkriptum analizist végezve meghataroztuk,
hogy mely gének expresszidjat szabalyozza a dSAGA komplex. A génexpresszids
profilok &sszehasonlitasdval megallapitottuk, hogy a dADA2b fehérjék hianyaban
mindkét fejlodési allapotban a gének csak egy kis részének (kb. 5 %) a kifejezodése
tér el a vad tipusétol. Az acetilacié szerepérdl eddig kialakitott képtdl eltéréen ezen
dSAGA-fiiggd géneknek tobb mint a fele nem csokkent, hanem emelkedett mértéki
expressziot mutatott a dSAGA specifikus acetilacioé hidnyaban. Mind a két vizsgalt
fejlodési allapotban hasonlé funkcidval rendelkezo gének mutattak dADA2b-fiiggd
expressziot. A dADA2b fehérje stresszvalasz szabalyozasaban betdltott funkcidjara
utalhat, hogy az emelkedett expresszioju gének kozott nagy szamban talalunk az
immunfunkcidhoz valamint a mikroorganizmusok elleni védekezéshez kapcsolodo

génontologiai csoportokba tartozo géneket.

2. A dSAGA komplexre specifikus dADA2b alegység rovid izoformajanak
szerepe a dSAGA miikodésében

Elbzetes kisérleti adatok azt mutattak, hogy a dAda2b génrol kétféle mRNS
és fehérje izoforma képzodik, igy megvizsgaltuk, hogy a dSAGA komplexre
specifikus dADA2b alegység ezen két izoformaja hogyan jarul hozza a dSAGA
génmiikodés szabalyozasdban betoltott funkcidjdhoz. Western blot analizisben
kimutattuk, hogy mindkét dADA2b fehérje izoforma valtozé mennyiségben ugyan,
de az egyedfejlodés minden szakaszaban jelen van. Ezért megvizsgaltuk, hogy a
dADA2b rovid izoforma onmagaban hogyan képes ellatni a teljes dADA2b
funkciot. Mind a dAda2b delécid okozta letalitas tekintetében, mind a dSAGA
komplex acetilacios aktivitasat, mind az apoptotikus folyamatok szabalyozasara
kifejtett hatasat tekintve a rovid dADA2b fehérje csak részlegesen tudta potolni a
dADA2b funkciét. Osszességében elmondhatjuk, hogy a két dADA2b izoforma csak



a C-terminalis régioban kiilonbozik egymastol, funkciondlisan mégsem
ekvivalensek.

A dADA2bS esetében tapasztalt részleges funkcid hatterében azt
feltételezhettiik, hogy a rovid izoforma jelenlétében 1étrejové dSAGA komplex csak
az egyik iranyu génexpresszios valtozasok szabalyozasaban képes részt venni. Ezért
a dADA2bS izoformat kifejezd, egyébként dAda2b mutans larvakon transzkriptum
analizist végeztiink, amely soran megallapitottuk, a dADA2bS fehérje jelenlétében
létrejové dASAGA komplex mind az emelkedett, mind a csdkkent expresszioji gének
szabalyozasaban részt vesz. Az emelkedett expressziot mutatd gének 40%-anak az
expressziojat visszadllitotta a vad tipusban mért szintre, tehat megallapithatjuk, hogy
a represszid kozvetitésében hatékonyabbnak bizonyult a rovid izoforma, viszont itt
sem volt képes betdlteni a teljes dAda2b funkciot. A dADA2b-fiiggd gének tobb,
mint felének szabalyozasahoz a rovid izoforma dnmagéaban nem volt elegendd, ezen
gének megfelel atirasahoz valoészintileg a dADA2bL fehérjére, vagy mindkét
izoforma egyideju jelenlétére sziikség lehet. Elképzelhetd, hogy a dSAGA komplex
a dADA2b izoformak segitségével valosit meg egy génspecifikus transzkripcios
szabalyozast, de ez nem olyan formaban torténik, hogy a révid izoforma jelenlétében

a dSAGA komplex kizarolag aktivald, vagy represszalo hatast lenne képes kifejteni.

3. A dSAGA komplex és az altala létrehozott H3K9 acetilacio szerepe a
génexpresszié szabalyozasaban

A dADA2b fehérje a dSAGA komplex hiszton acetilacidt létrehozd
moduljanak egyik felépité eleme, amely meghatarozza a dGenS fehérje szubsztrat
specificitasat. fgy megvizsgaltuk, hogy a dADA2b fehérjék hianyaban megfigyelt
expresszios valtozasok koziil mind a csokkent, mind pedig az emelkedett mértékii
génexpresszio is a JADA2b acetiléciot befolyasolo hatasahoz kéthetS-e. Ehhez w'!!®
és dAda2b mutans SpEv larvdkon végzett kromatin immunprecipitacios
kisérletekben dSAGA-fiiggd (emelkedett és csokkent expresszid), illetve dSAGA-
fiiggetlen transzkripciot mutatd géneken is meghataroztuk a dADA2b fehérje
jelenlétét, valamint a H3K9 acetilacio szintjét. A dADA2b fehérje kotddése alapjan
tobb dSAGA-fiiggd expressziot mutatd gént (sug, cnc, CycB, Husl) is direkt



dSAGA célgénként sikeriilt azonositani. Mind a csokkent, mind az emelkedett
expressziot mutatd gének esetében is sikeriilt dADA2b kotédést kimutatnunk, ezek
apaljan mindkét iranyG expresszids valtozas hatterében a dSAGA komplex
kozvetlen miikodése allhat. A dADA2b fehérje jelenléte nemcsak a gének
kotédési mintazat hatterében allhat az, hogy a dSAGA komplex nem csak a
transzkripcid iniciacios, hanem elongacios 1épését is szabalyozhatja, és igy a gének

A dSAGA-fliggd expressziot mutatdé gének H3K9 acetilacios szintjét
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy mind a csokkent (sug, cnc, CycB), mind az
emelkedett (Fst, Husl, AttD) expresszioju gének teriiletén megjelent a dSAGA
specifikus H3K9 acetilaci6. Ezen adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a
promoterhez kozeli régioban a dSAGA specifikus H3K9 acetilacio jelenléte szamos
gén szabalyozasa soran esszencialis, viszont a transzkripcié folyamata soran nem

csak aktivald, hanem represszalo hatés kialakitasahoz is kozvetleniil hozzajarulhat.

4. A dSAGA specifikus H3K9 acetilacié szerepe a génaktivacio folyamataban

Hogy megtudjuk, a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié hogyan jarul hozza a
génaktivacié folyamatahoz, feltérképeztik a génaktivacid soran az acetilacid
szintjét, valamint annak az adott gén transzkripcidjara kifejtett hatasat is. A
nyalmirigy oridskromoszémakon elvégzett immunfestés soran megallapitottuk, hogy
a dSAGA specifikus hiszton acetilacidé nem kizardlagos eldfeltétele a hésokk gének
aktivaciojanak, ugyanis az atirast végz6 RNS polimeraz csékkent H3K9 acetilacio
mellett is képes az aktivalt hdsokk génekhez kotddni.

Az acetilacid szerepének részletesebb tanulmanyozisdhoz az ekdizon
hormon altal indukalt Eip74EF és Eip75B korai gének vizsgalatat valasztottuk
eszkoznek. Elészor feltérképeztiik ezen gének aktivacids profiljait, majd az ezek
alapjan a génaktivaciot kisérd acetilaciés mintazat vizsgalatahoz kivalasztottunk egy
indukci6 el6tti és két indukcio alatti idépontot. Ezekben az iddpontokban kromatin
immunprecipiticios kisérlettel meghataroztuk a H3K9 acetilacio mennyiségét a

gének promoter, promoéterhez kozeli intronikus, valamint 3” véghez kozeli exonikus



régiodiban. Az elvégzett ChIP kisérlet eredménye azt sugallja, hogy a H3K9
acetilacio a vizsgalt régiokban egy altalanosan jelen 1év0 hiszton moédositas, ami
nem mutat kifejezett régid specificitast. A génaktivacio folyamataval kapcsolatban
egyediil az adott promdterek miikodésének megfeleléen a promoterekhez kozeli
régiokban csak enyhe emelkedést, de nem kizarolagos megjelenést mutatott a H3K9
acetilacid6 mennyisége. dAda2b mutins vandorlé L3 stddiumi larvakon (wL3)
elvégzett kromatin immunprecipitaciés kisérletekb6l megallapitottuk, hogy a
dSAGA komplex felelés az Eip74EF és Eip75B gének esetében altalanosan
megjelend H3K9 acetilacids mintazat 1étrehozasaért.

Megvizsgaltuk, hogy ez a dSAGA specifikus altalanos acetilaciés mintdzat
hozzajarul-e az FEip74EF ¢és Eip75B gének expresszidjanak szabalyozasahoz,
melyhez megmértiik a dADA2b fehérjék hianyaban az Eip74EF és Eip75B gének
promotereirdl képz6dd nascens RNS-ek mennyiségét. Ennek sordan megallapitottuk,
hogy a kisebb mértékben aktivalodd Eip74EF-RB ¢és Eip75B-RC promoterek
indukcidja a dSAGA specifikus H3K9 acetilacié hianyaban csak kevésbé sériil, mig
az er6teljes indukciot mutatdé Eip74EF-RA promoter aktivacidja elmarad. Tehat az
Eip74EF ¢és Eip75B gének teriiletén altalanosan jelen 1évé dSAGA specifikus H3K9
acetilaciés mintazat fontos szabalyozd szereppel bir ezen gének aktivaciojanak

szabalyozéasaban.



OSSZEFOGLALAS

A dSAGA specifikus hiszton acetilacio feltételezett funkcidja a génmiikodés
szabalyozisaban

A dolgozatomban részletezett eredmények is ramutatnak, hogy a dASAGA
HAT komplex rendkiviill Osszetett modon jarulhat hozza a génmikodés
szabalyozasahoz. Egyrészt transzkripciot szabalyozd fehérjekkel kozvetleniil
kolcsonhatva szerepet jatszhat egy iranyitott, helyspecifikusan megjelend acetilacio
létrehozasaban, masrészt részt vesz egy altalanosan megjelend acetilacios
alapmintazat fenntartasaban is. Ez a kétféle acetilacio nem egymastol fliggetleniil
jelentkezik, hanem egy dinamikusan valtozé acetilacids hattéren jelenhet meg egy
iranyitott, helyspecifikus acetilacid. A dSAGA elégtelen miikddése kovetkeztében
sérillhet ez az acetilaciés hattér, amelynél gyengiilhet a szabalyozo fehérjék
kromatinhoz val6 kotodési képessége, és ezaltal — attdl fliggden, hogy aktivator vagy
represszor hatasi fehérjérdl van sz6 — modosulhat az altaluk szabalyozott gének
mikodése. Ezenfelill ez az altalanosan megjelend, dinamikusan valtozo acetilacios
alapmintazat hozzajarulhat a génszabalyozas megfeleld kinetikdjahoz is. Tehat a
dSAGA komplex acetilacios aktivitdsa kdzvetett modon is, egy transzkripciot
megengedd kromatinszerkezet fenntartasan keresztiil is hozzajarul a génmikodés

szabalyozasahoz.
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